(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

aor e eneroe o 0 IR
CUC SO HU'U TRi TUE
1-0023888
(51) C12N 7/02; A61K 39/13 (13) B
(21) 1-2012-00401 (22) 08/07/2010
(86) PCT/EP2010/059796 08/07/2010 (87) WO02011/006823 20/01/2011
(30) 61/271,038 16/07/2009 US; 09165620.7 16/07/2009 EP
(45) 25/06/2020 387 (43) 25/04/2012 289A

(73) Janssen Vaccines & Prevention B.V. (NL)

Archimedesweg 4, NL-2333 CN Leiden, The Netherlands
(72) LEWIS, John, Alfred (US)
(74) Cong ty C6 phan S¢ hitu cong nghiép INVESTIP (INVESTIP)

(54) QUY TRINH SAN XUAT VIRUT GAY BENH BAI LIET VA QUY TRIiNH SAN
XUAT VACXIN BAI LIET

(57) Sang ché ¢ cap dén quy trinh san xuét virut gay bénh bai liét, trong do quy trinh nay
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bai liét & thoi gian tir 12 dén 48 gior sau khi gy nhiém. Sang ché ciing dé xuit quy trinh
san xuat vacxin bai liét.
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Linh vye ki thuit dwoc dé cap

Sang che dé cép dén linh vuc nudi cay t€ bao va san xult virut gdy bénh bai liét.
Dic biét hon, sang ché dé cap dén cac quy trinh cai tién d€ nudi cay té bao va san xuit

virut gy bénh bai liét dé tir d6 san xuét vacxin bai liét.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Céc virut gdy bénh bai li€t 1a thanh vién cla loai virut Enterovirus thudc ho
Picornaviridae. Céc virut gay bénh bai 1iét 1a cac virut nho, khéng c6 mang bao béng
v protein bao hé gen ARN chudi don duong. C6 ba kiéu virut gy bénh bai liét: kidu
1, 2 va 3. Sy nhiém virut gdy bénh bai liét ctia cac c4 nhan nhay cam c6 thé din dén
bénh bai liét bi li¢t. Bénh bai 1i¢t 1a bénh 14y cao. Hai vacxin bai liét khac nhau da
duge phét hién, vacxin bai liét bt hoat (inactivated poliovirus vaccine - IPV) cia Salk,
va vacxin bai liét séng dung qua miéng da duoc giam doc luc (oral poliovirut vaccine -
OPV) ctia Sabin. Ca hai vacxin déu an toan va hiéu qua. Mbi vacxin déu c¢6 vu didm
va nhuoc diém, va ca hai vacxin déu déng vai trd quan trong trong viée kiém soat bénh
bai liét. P& xem vé céc virut gdy bénh bai li€t va vacxin bai li€t vi du xem tai liéu Kew

et al, 2005.

Vacxin bai 1i€t dung qua miéng (Oral polio vaccine - OPV) ré va tién loi, va da
duogc st dung hang loat. Tuy nhién, d6i khi ngudi ding vacxin mic bénh bai liét bi liet
c6 lién quan dén vacxin (vaccine-associated paralytic poliomyelitis - VAPP) do virut
héi phuc trong vacxin. Hon nita, 3 quan s4t thiy trong cdng ddng ma chua c6 min
dich hoan toan thi cic ching virut gdy bénh bai liét ctia Sabin da dugc gidm doc luc co
céc thay dbi dot bién di dé gay bung phéat bénh bj liét ma khong thé phéan biét duoc
trén 1am sang va dich t€ hoc so v&i bénh bai liét kiéu nguyén thiy xay ra tu nhién; do
d6 cac dot bién nay duoc goi 12 cac virut gy bénh bai liét c6 ngudn gbe tir vacxin luu
thong hodc cac cVDPV (vi du xem tai liéu Kew et al, 2005; Wright va Modlin, 2008;
Yakovenko et al, 2009).
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C6 mot sy nhét tri ting 1én 1a vacxin bai liét bét hoat (inactivated poliovirut
vaccine - IPV) c6 thé g6p phén trir tiét rit nhanh bénh bai liét kiéu nguyén thiy va
kiém soat cVDPV xay ra khi dugc st dung cing véi cac chién lugc OPV hién nay

(Wright va Modlin, 2008; John, 2009).

Tuy nhién, viéc san xuit IPV rit tbn kém (vi du xem ti liéu John, 2009) va
tham chi c6 thé 1a dt tin bi ngin can ddi véi cac nudc kém phét trién va kém phat
trién nhit, ma & d6 van tdn tai mot nhu cAu manh m& vé vacxin bai liét. Cac hé théng
nudi ciy dé san xuét nguyén lidu virut gay bénh bai liét khéi lugng 16n ma cé thé duoc
sir dung trong vacxin, cu thé 13 virut gay bénh bai liét khong duoc giam doc luc, gop

phén 16n vio viéc din dén chi phi twong doi cao.

Do @9, trong linh vuc van ton tai nhu cau vé cac hé nudi cay hi€u qua d€ san

xuét virut gdy bénh bai liét dé st dung trong vacxin.

Viéc nhén 1én virut gdy bénh bai ligt trén cac té bao HEK293 d3 dugc md ta
nhu 13 hé théng dé nghién ctru cac phenotip sao chép dic hiéu noron cia virut giy
bénh bai li€t, va n6 dd mo ta rﬁmg cac dang virut gdy bénh bai li¢t dd dugc giam doc
luc, nhu 13 virut gdy bénh bai liét chira cac d6t bién diém trong yéu t6 IRES nhu c6
trong c4c chung Sabin, da biéu thi viéc nhan 1én bi giam di trong cac té bao HEK293
(Campbell et al, 2005).

Céc té bao vong mac phoi thai ngudi bit tir E1 (human embryonic retina -
HER), cy thé 1a cac t& bao PER.C6, dwoc mo ta 13 thich hop dé nhan 1én nhiéu loai
virut khac nhau, nhdn manh vao virut cam (Pau et al, 2001; WO 01/38362). Mic du,
WO 01/38362 md ta cac vi du vé viéc nhén 1én clia nhiéu ching virut cim khac nhau,
va cia virut Herpes Simplex (HSV) typ 1 va 2, virut séi va rotavirut trén cac té bao
PER.C6, thi viéc nhan 1én cua virut gy bénh bai li¢t khong dugc minh hoa béng vidu
trong WO 01/38362. Hon nita, cic diéu kién dé sao chép virut gdy bénh bai liét trén
céc t& bao nay chua dugc mb ta, va khong thé dé dang dy doan dua trén su sao chép
clia cac virut khong lién quan trén céac t& bao niy. Do do, cho dén nay vin chua biét
duoc lidu co thé san xuét dugc virut gay bénh bai liét & quy md cong nghiép cho muc

dich san xuat vacxin trén céac t€ bao nay.
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Pé san xuit vacxin bai liét bi bat hoat & quy md 16n, thi virut gdy bénh bai liét
nhin chung duoc nhan 1én trén cic t& bao Vero, ma c6 ngudn gdc tir khi. Cac té bao
Vero dugc st dung rong réai dé san xuét vacxin, bao gém vacxin bai 1iét bi bat hoat
cling nhu dugce giam doc luc tinh séng, va do do6 tién xa 1a cac dong t€ bao lién tuc
dwoc chip nhén rong rai nhit béi cac co quan diéu tiét dé san xuét cac vacxin virut, va
st dung céc té bao nay d& san xuét vacxin 13 duoc trong doi béi ngudi ¢ hidu biét

trung binh trong linh vuc (Barrett et al, 2009).

Viéc nudi cly céc t& bao Vero trén vi chit mang & quy md 16n cho vacxin bai
liét bi bat hoat di dugc mo ta boi Montagnon et al, 1982 va 1984. Quy trinh san XUt
vacxin bai liét & quy md 16n bz‘ing cach st dung céc t& bao Vero, va vacxin thu duoc,

cling duoc md ta trong patent M s 4,525,349.

Céc ham lugng cao cta viéc san xuét virut gdy bénh bai liét (Sabin typ 1) (gan
2x10° TCIDso/ml) di dugc md ta boi (Merten et al, 1997) véi céc diéu kién khi cc té
bao Vero trén cac vi chit mang dugc nudi cdy trong mdi trudng chira huyét thanh
truéc pha san xudt virut trong méi truong khong chira huyét thanh, nhung xét vé
nhuge didm cia viée sir dung huyét thanh thi céc tic gia nay da chi ra ring mdt quy
trinh hoan toan khong chira huyét thanh dang dwoc mong doi, va trong quy trinh hoan
toan khong chira huyét thanh t8i wu ndy, céc tic gid nay c6 thé thu duoc ham luong 1a
6,3x108 TCIDso/ml.

Kreeftenberg et al (2006), dé cép dén viéc san xudt virut gdy bénh bai liét dé
san xuét vacxin & quy md cbng nghiép, ciing d& cip dén hiéu suét cia nhidu typ
nguyén thity khac nhau va cac chiing Sabin cta virut gy bénh bai li€t trén cac té bao
Vero ting trudng trén cac vi chét mang, ma hiéu suit thu dugc 1a gidng nhau véi cac
ching khac nhau, log ham luong 1a tir 8,1 dén 8.,6. Cac tac gia ndy ciing md ta ring
lwong virut cAn dé san xuét vacxin cudi cing cho IPV la cao hon dang ké so véi cho
OPV, ma din dén chi phi san xut cho mot liéu cho IPV cao hon dang ké so v&i mot
liéu cho OPV.

Viéc san xuét virut gy bénh bai liét khong chira huyét thanh bang cach st dung

céc té bao Vero dugc nudi cdy trén céc vi chat mang cling dd dugc mo ta bdi (Card et
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al, 2005), va mic di, mirc ning suit thip hon trong nudi cdy tinh, thi viéc nudi cdy

trén vi chit mang duoc mé ta 1a d& dang hon & quy mé 16n.

Mic du, c¢6 hi¢u qua va kha ndng ap dung cong nghi€p cta viéc nudi cay t& bao
Vero trén cac vi chat mang nay, nhung vi€c san xuat so lugng 16n virut gdy bénh bai
li€t van ton ti€n va vi theé van cé nhu cau vé cac h¢ thong san xuat virut gay bénh bai

li€t khac ma it c6 su bat lgi nay.

Viéc san xuét virut gdy bénh bai lit bing cach st dung cac t& bao Vero huyén
phii da dugc md ta, dan dén ham luong virut (*%log CCIDso/ml tir 6,5 dén 7,9) thdp hon
so véi ham luong dwoc quan sat thiy trén cac té bao Vero vi chit mang thong thuong
(van Eikenhorst et al, 2009).

Muc dich ctia sang ché 13 cung cdp quy trinh thich hop ma c6 thé dugc sir dung
dé san xuit cac virut gy bénh bai liét & quy mo 16n va kinh t€ dé str dung lam vacxin.
Pidu nay c6 thé tro gitip cho cic nude dang phat trién tiép can duge dén viée cung cép

vacxin bai 1iét ¢6 thé 13 tén kém trén co sé bén viing.
Ban chét ky thuit ciia sing ché

Sang ché dua vao su thé hién cua viéc nhan 18n rat hiéu quad cua virut gy bénh
bai liét trén céc té bao PER.C6, trong d6 theo cic phuong phap duwoc mé ta & ddy thu
dugc ham lugng cao chua ting cd cia virut gdy bénh bai ligt. Vigc thu duge ham
lugng cao nhu viy, ma mang lai s thuan loi dang ké v& mit kinh té trén viéc san xuét
virut gay bénh bai li€t trén cac té bao Vero, khong thé dugc du doan trude dya vao su
sao chép cua cac virut khic trén cac t& bao nhu vy, va cling khong du doén trudc
duogc cac didu kién cho quy trinh ¢6 kha ning thuc hién duge & quy mé cdng nghiép,
khi cac didu kién va loi ich thu duoc c6 thé rat rong cho nhiéu typ virut khac nhau ma

¢6 cac dic tinh khac nhau rat nhicu.

Do d6, sang ché d& xuit quy trinh san xuét virut gdy bénh bai liét, bao gém céc
bude sau: a) tao ra huyén phi nudi cdy cia cac t& bao khong chira huyét thanh, ma 1a
cac t& bao PER.C6 dugc ndp lwu véi s6 hieu ECACC 96022940, b) gdy nhiém virut

gy bénh bai liét vao cc t& bao nay, & mét do t& bao tir 2x10° t& bao/ml dén 150x106 té
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bao/ml, va c) thu hoach virut giy bénh bai liét & thoi diém tir 12 dén 48 gio sau khi
gy nhiém.

Theo céc phuong 4n xéac dinh, viéc gy nhiém nay duoc thuc hién & mat do té
bao tir khoang 5x10° t& bao/ml dén 20x10° t& bao/ml, vi du tir khoang 8x10° t& bao/ml
dén 15x106 t& bao/ml, vi du & khoang 10x10° té bao/ml.

Theo cac phuong an xac dinh, viéc thu hoach virut gdy bénh bai li¢t duoc thuc
hién & thoi gian tir khoang 18 dén 30 gidr sau khi gy giy nhiém, vi du & khoang 24 gid

sau khi nhiém virut.

Céc didu kién nay cho phép thu dugce ham luong rit cao (gan 10'%ml, ma cao hon
dang ké& gip 10 14n so v&i cac ham lugng thu duoc théng thudng bing cach sir dung
céc té bao Vero trén vi chit mang cua cic ching bai liét kiéu nguyén thily) cia virut
gay bénh bai liét trong quy trinh twong dbi ngén, vi thé né cé cac loi ich dang ké vé
kinh t€ so véi cac quy trinh dugc st dung hién nay dé san xudt virut gdy bénh bai lit
dé bao ché vacxin. Diéu nay da dugc biéu hién cho ca ba typ virut giy bénh bai liét:

typ 1 (chiing Brunenders), typ 2 (ching MEF) va typ 3 (ching Saukett).

Do @6, theo cac phuong an xac dinh, virut gay bénh bai liét 1a virut gdy bénh bai
liét doc kidu nguyén thiy vi du virut gdy bénh bai ligt typ 1, virut gy bénh bai liét typ
2 hodc virut gdy bénh bai liét typ 3. Theo cac phuong 4n xac dinh, virut gdy bénh bai
liét 1a virut gdy bénh bai liét typ 1 chung Mahoney hodc Brunenders, virut gdy bénh
bai liét typ 2 chiing MEF (hoic MEF-1), hodc virut gy bénh bai liét typ 3 chung
Saukett. Theo cac phuong an khac, virut gdy bénh bai liét 1a virut gy bénh bai liét
dugc giam doc lyc tinh (trd thanh it ddc voi than kinh), vi du ching Sabin (ma c6 thé
la virut typ 1, 2 hodc 3).

Séang ché con @& xuét quy trinh san xuét vacxin bai liét, bao gdm quy trinh san
xudt virut gy bénh bai liét theo sang ché, con bao gdm ca viéc tinh ché, bat hoat tly v,
va bao ché virut gdy bénh bai liét duge thu hoach dugc d& thu dugc vacxin bai liét.
Déi v6i IPV, sy bét hoat dugc thuc hién bang formalin hodc cdc phuong phap khac.

bdi voi OPV, su bAt hoat khong dugc yéu cAu.
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Sang ché cling dé xuét khoi luong 16n virut gdy bénh bai liét hitu ich dé bao ché
vacxin bai li€t, trong do khéi luong 16n virut gay bénh bai liét c6 thé thu duoc bing
quy trinh san xuét virut gdy bénh bai liét theo sang ché v bao gdbm ca mdi trudng nudi
cAy va ham luong virut giy bénh bai liét ma it nhit 1a 10%* CCIDso/ml, vi du tir khoang
10%5 dén 10'! CCIDso/ml, vi du tir khoang 10%% dén 10'%8 CCIDso/ml. Theo cic
phuong 4n x4c dinh, khéi lwong 16n nay c6 thé tich tir 1 d&n 1000 lit. Theo cac phuong
an khac, khéi luong 16n nay chira cac t& bao va/hodc cdc manh vun té bao, cia té bao
duoc st dung theo cac quy trinh cia sang ché. Theo cic phuong 4n x4c dinh, khbi
lugng 16n nay c6 trong thung phan tng sinh hoc. Theo cdc phuong 4an khac, khdi
lugng 16n nay bi loai bd khoi thung phan tng sinh hoc va c6 trong thung chira thich

hop.

Sang ché nay ciing dé xuét virut gdy bénh bai liét va vacxin bai liét c6 thé thu
duoc theo cac phuwong phép clia sang ché. Virut gay bénh bai liét va/hogc vacxin nay
khong c6 céc protein khi, tot hon 13 khong c6 cic protein khong phai ngudi. N6 ciing
khong c6 cac phan t& bao chi khong phai 13 t& bio ngudi khéc. Nguoc lai, virut gy
bénh bai liét ma duoc san xudt theo cac phuong phép thong thudng sé& chita protein
khong phai nguoi du va/hodc cic phin bd khong phai cua ngudi khac, tir cac té bao
chi duge st dung va/hodc tir huyét thanh dugc st dung trong thdi gian nudi cy té
bao. Do d9, virut gay bénh bai liét dugc san xuét theo sang ché ndy it bi nhiém tap chét
khong phai ciia nguoi do quy trinh san xuét hon so véi virut gdy bénh bai liét duoc san

xuét bang cac quy trinh thong thudng.

Séang ché cling @ xuét quy trinh dé thu duoc ché phdm virut gay bénh bai liét trén
viéc nudi cdy té bao & ham luong it nht 1a khoang 10%4, t6t hon 14 it nhit 103, t6t hon
nita 13 it nhét 10'°, vi dy tir 101%5 va 10!! CCIDso/ml , bao gdm cac budc sau: a) tao ra
huyén phu céc té bao nudi cdy khong chira huyét thanh, ma 1a cac t& bao PER.C6, b)
gay nhidm virut gdy bénh bai liét vao té bao nay, & mat do t& bao tir 2x10° t€ bao/ml
dén 150x106 t& bao/ml, v ¢) thu hoach virut gy bénh bai liét & thoi diém tir 12 dén 48
gio sau khi gay nhidm virut dé thu duogc ché phém virut gdy bénh bai li¢t c6 mat do
ndy. Cc phuong 4n wu tién 13 gidng nhu dwgc md ta ¢ trén cho quy trinh san Xuét

virut gdy bénh bai liét theo séang ché.
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M ta vin tit cdc hinh vé
FIG. 1. San xuét virut gy bénh bai liét trén cac t& bao PER.C6 két dinh va Vero.

FIG. 2. San xuét virut giy bénh bai liét typ 1 trong huyén phu céc t& bao PER.C6
trong céc moi trudng khong chira huyét thanh khéc nhau, & cac MOI khéc nhau va &

c4c mat d6 t€ bao lic nhiém virut khac nhau.

FIG. 3. Té4c dung cta nhiét 46 va thoi gian thu hoach trén viéc san xut virut gy
bénh bai liét ciia cac typ 1, 2 va 3 trong huyén phu cic té bao PER.C6 trong mdi
truong khéng chira huyét thanh.

FIG. 4. Tac dung cua méat do t€ bao & luc nhiém virut, nhiét do, va thoi gian thu
hoach trén viéc san xudt virut gy bénh bai liét typl trong huyén phii cac t& bao

PER.C6 trong mdi truong khong chira huyét thanh.

FIG. 5. Hiéu qua san xuét cia virut giy bénh bai liét typ 1, 2 va 3 trong huyén
phu c4c t& bao PER.C6 khong chira huyét thanh & mat do té bao cao.

MBO ta chi tiét sang ché

Céc té bao duoc st dung trong cc quy trinh ctia sing ché 1a cac té bao PER.CS,
ma 14 t& bao bét tir, cling da duoc biét trong linh vuc nhu 13 cac dong té bao lién tuc, va
c6 kha ning c6 khoang thoi gian séng vo han (vi du xem tai liéu Barrett et al, 2009).
Cac t& bao PER.C6 danh cho muc dich cta sang ché nay s& 1a céc té bao dudi sb hiéu
ECACC 96022940 dugc ndp lvu vao ngay 29 thang 2 ndm 1996. Diéu s& 1o rang dbi
v6i ngudi 6 hiéu biét trung binh 13 dinh nghia nay s& bao gdm té& bao tir dong xudi
hodc ngugc hodc sy giam di cua dong xudi hodc ngugc cua cac t€ bao duoc ndp luu
nay. Céc t€ bao PER.C6 dugc mo ta trong patent M§ s6 5,994,128 va trong (Fallaux et
al, 1998). Céc t& bao nay rit thich hop d& san xuét virut cim d& san xuét vacxin ciim
trén t& bao, khi chung bi nhiém va nhan Ién virut v6i hiéu qua cao, vi du nhu duoc mo
ta trong (Pau et al, 2001) va WO 01/38362. Cac t& bao PER.C6 c6 kha ning ting
trudng trong huyén phi khéng chira huyét thanh, vi du nhu duge md ta trong (Yallop
et al, 2005). Dugc md t& & day 1a cac té bao ciing rit thich hop dé san xuét virut gy

bénh bai liét c6 ham lugng cao trong huyén phit nudi cdy khong chira huyét thanh.
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Hon nita, c4c didu kién duoc st dung c6 loi vé kinh té va diéu tiét.

Viéc sir dung cac vi chat mang khoéng dugce yéu cau doi voi sang ché nay, trai
nguoc véi cac quy trinh duge st dung rong rdi voi t€ bao Vero. Céc vi chit mang lam
cho viéc san xuat virut gy bénh bai liét c¢6 chi phi cao khi sir dung céc quy trinh trén

té bao Vero thong thuong.

Khong chira huyét thanh theo séng ché nay nghia 12 méi trudng duge st dung
cho su ting truéng va su giy nhiém vao t& bio thiéu thanh phan huyét thanh nguyén
ven. Diéu nay co thé 1a khong hoan toan khéng c6 cic san phdm c6 ngudn gdc tir
huyét thanh nhu 13 vi du albumin huyét thanh bd (BSA), tuy nhién theo céc phuong 4n
wu tién, thi c4c thanh phan nhu viy cling khong c6 mit, hodc dugce san xuét bang cach
tai t& hop khi khong c6 céc thanh phan c6 ngudn gbc tir dong vat bét ky. Theo céc
phuong 4n wu tién, phuong phap hoan thién dugc thyc hién khong c6 thanh phén bat
ky ma c6 ngudn gbc truc tiép tir dong vat, nhu 1a huyét thanh ho3c cac thanh phén
trong huyét thanh, v.v.. Theo mdt phuong an wu tién, phwong phap san xuét vacxin
duoc thuc hién trong cac diéu kién khong c6 thanh phﬁn dong vat. biéu nay c6 nghia
1a mdi trudng duge st dung cho su ting trudng va nhidm tring vao t& bao khéng c6
céc thanh phén c6 ngudn gdc tir dong vat bat ky. Hon nita, c4c cht phu bét ky duoc bd
sung vao mdi trudng trong sudt quy trinh san xuit vacxin ciing khong c6 cac thanh
phdn c6 ngudn gbc tir ddng vat. Viéc khong co thanh phin dong vat trong quy trinh tao
ra vacxin bai liét ndy cung cp quy trinh duoc kiém soat va an toan hon. Vi ly do nay,
céc té bao PER.C6, ma duoc dic trung ddy du cho t& bio ngudi va dd duoc phat trién
tuan theo GLP/GMP la rit phu hgp cho viéc st dung trong vi€c san xuit vacxin. Moi
trudmg nudi cdy khac nhau c6 thé duoc st dung, va viéc chon mdi trudng nudi chy tdi
wu cho t& bao va cac trudng hop dugc st dung 1a mot phén ciia cong viéc hang ngay
ctia ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Mai truong nudi cay thich hop
cho muc dich ctia sang ché nay do d6 dd dugc biét dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh vuc va nhin chung c6 thé thu dugc tir cc ngudn ban sin trén thi truong
véi sb luong 16n, hodic duge tao ra theo y khach hang theo céc quy trinh thyc hién
chudn. Viéc nuoi céy ¢6 thé dugc thuc hién vi du trén dia, chai quay hogc trong thing
phan tng sinh hoc, bing cach sir dung hé 16, cung cp theo 16, hé cung cép lién tuc va

tuong tu. Dé dat dugce viée san xuét virut & quy mé 16n (lién tuc) thong qua dich nudi
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cly t& bao, dugc uu tién trong linh vure d& c6 duogc cac té bao co kha ning phat trién
trong huyén phi, va duoc wu tién d& c6 té bio c6 kha ning duge nudi cay khi khong
chira huyét thanh c6 ngudn gbc tir dong vét hodic ngudi hodc cc thinh phan ctia huyét
thanh c¢6 ngudn gbc dong vat hodc ngudi. Céc diéu kién thich hop dé nuoi cdy t& bao
da duoc biét (vi du xem tai liéu Tissue Culture, Academic Press, Kruse and Paterson,
editors (1973), va R.I. Freshney, Culture of animal cells: A manual of basic technique,
tap bbn (Wiley-Liss Inc., 2000, ISBN 0-471-34889-9). Mbi truong nudi cdy khong
chira huyét thanh ma c6 thé dugc sir dung theo céc quy trinh cla sang ché bao gdm
nhung khong bi gidi han & mai trudng chudn ma c6 thé duoc dit tir danh muc cac hing
cung cip méi truomg, bao gdm CDM4PERMAbB™ (Thermo Scientific HyClone, cac
sb trong danh muc SH30871, SH30872). Hon nita, méi trudng dugc cung cép theo yéu
ciu cta khach hang nhu 13 Permexcis (Lonza) 14 thich hop. Cac vi du vé moi trudng
khong chita huyét thanh khic ma c6 thé thich hop dé str dung trong cic quy trinh clia
sang ché 13 AEM (Invitrogen, s6 danh muc 12582-011), méi trudong EX-CELL™
VPRO (JRH Biosciences, s danh muc 14561) va CDM4Retino™ (HyClone, s6 danh
muc SH30520, SH30519).

Theo c4c phuong 4n tily chon va khong giéi han nhét dinh, thi c6 thé b6 sung
céc moi trudong khong chira huyét thanh véi lipit va/hoic san pham thity phan va/hodc

cac chét bo sung khac vao cac quy trinh cta sang ché de cai thién thém néng suat.

Thuét ngit ‘khoang’ hodc ‘gn’ cta céc gia tri bing sd nhu dugc st dung trong

ban mo ta nay c6 nghia 1a gia tri + 10%.

Viéc giy nhiém té bao voi virut gdy bénh bai liét va/hodc sy nhan 1én virut
trong cac quy trinh cta sing ché nay dugc thuc hién thich hop vi du & nhiét do nam
trong khoang tir khoang 33°C dén 38°C. Theo cac phuong 4n uu tién, viéc gay nhiém
va/hodc su nhén 1én virut ndy dugc thuc hién & nhiét do nam trong khodng tir khodng
34°C dén 36°C, theo cac phuong 4n xac dinh nhiét db 1a tir khoang 34,5°C dén 35,5°C,
vi du & khoang 35°C.

Viéc gy nhiém té bio véi virut gdy bénh bai liét trong cdc quy trinh cla sang
ché nay co thé dugc thyc hién thich hop vi du & d6 boi nhiém (multiplicity of infection

- MOI) tir 0,001 dén 10. Theo céc phuong an xac dinh, viéc gay nhiém nay dugc thuc
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hién & MOI tir khoang 1 dén 3, vi du & MOI khoang 2. Viéc gdy nhiém & MOI twong
d6i cao nhu vay (> 0,1, t5t hon 1a khoang 1 hodc cao hon) ¢6 thé 1am cho quy trinh c6

hi¢u qua cao, san lugng cao.

Theo sang ché nady, céac t€ bao bi nhidm virut gdy bénh bai liét, tdt hon 14 & mat
d6 té bao cao. Theo cac khia canh x4c dinh, viéc nhiém virut gdy bénh bai liét thuc
hién khi t& bao c6 mat d6 tir 1x10° t& bao/ml dén 150x10° t€ bao/ml, tot hon la tir
2x106 t& bao/ml dén 150x10° té bao/ml. Theo cic phuong an wu tién nhit dinh, viéc
gy nhiém nay duoc thuc hién & mat 4o té bao tir khoang 5x10° té bao/ml dén 20x10°
t& bao/ml, vi du tir khoang 8x10° t& bao/ml dén 15x10°¢ té bao/ml, vi du & khoang
10x10° t& bao/ml. Nhu ching t6i nhén thiy, cic quy trinh ctia sang ché tao ra cac mat
d06 t& bao cao nhit & cac vacxin khong phai tir adenovirut dugc san xuét. Uu diém coa
cac quy trinh cua sang ché 1 c6 thé thu duoc ham lugng virut gy bénh bai liét rat cao,
nghia 13 it nh4t cao hon mdt cAp khuéch dai so véi quy trinh Vero thong thudng trong
linh vuec.

Trong cac quy trinh clia sang ché, virut gdy bénh bai li€t duoc thu hoach &
khoang thoi gian tir 12 dén 48 gio sau khi gay nhiém. Theo cac phuong 4n xé4c dinh,
viéc thu hoach virut gy bénh bai liét dugc thuc hién & thoi gian tir khoang 18 dén 30
gid sau khi gay nhiém, vi du tir khoang 20 dén 28 gio, tir khoang 22 dén 26 gid sau khi
gay nhidm, vi du & khoang 24 gi& sau khi gdy nhiém. Do d6, cac quy trinh cua sang
ché c6 thé duoc sir dung dé thu dugc virut giy bénh bai liét véi ham lugng cao cuc
nhanh, ma ciing gitip tao ra cac quy trinh cuc ky hip din vé mit kinh té s0 v&i cac quy

trinh dai hon nhiéu ma 14 cac quy trinh thong thuong trong linh vyc.

Viéc nudi cdy huyén phit & quy mo 16n nhét duge hoat dong nhu céc quy trinh
16 hodc dugc cung cip theo 16 bai vi chiing 1 cdc quy trinh don gian nhét dé thuc hién
va thiét ké, va cac quy trinh nay néi chung 1a thich hop lam céc quy trinh cta sang ché
nay. Tuy nhién, cic quy trinh lién tiép dua trén cic nguyén tic vay ric dang trd nén
phd bién hon. Theo céc phuong 4n xéc dinh cia sang ché nay, t& bao san xuit dugc

nudi cay trong hé vay rac.

Céac quy trinh theo 16, cung cap theo 16, vay rac va san xuat vay rac st dung cac

té bao PER.C6, vi du dé san xuét khang thé tai t hop. Trong viéc nudi cdy theo 10,
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mat do t& bao séng thong thuong dat dugc 16n hon 12x10° té bao/ml. Mat do t& bao
séng 1én dén 40x10° t& bao/ml da biéu thi 12 ting gép nhidu 1an so véi viéc st dung
theo cung cép theo 16. Trong cac quy trinh véay ric, cac mét do t& bao dinh thong

thuong dat duogc trén 150x10° té bao/ml (Kral et al, 2009).

Viéc nudi cdy vay ric té bio cé nghia nhu thong thudng duoc hiéu trong linh
vuc, nghia 14 trong subt thoi gian nuodi cdy, cac té bao dugc gitt lai béi thiét bi tach
trong d6 c6 dong dich chay ra c6 mét do té bao thip hon truéc khi tach va trong d6 co
dong mbi truong nudi cdy té bao chiy vao. Viéc sir dung kidu nuéi cdy vay ric dap lai
su thach thirc v& viée cac té bao ting trudng & mét d6 cao (vi du 10-50 x 10° té bao
séng/ml). Pé 1am ting mat do, mdi trudong dugc thay thé lién tuc, hodc khong lién tuc,
v6i dong cung cp mai dé tao ra sy thiéu dinh dudng cho t& bao va loai bd cac san
phdm ddc. Su vay ric ciling cho phép kidm so4t t6t hon moi trudng nudi cdy (pH, dOs,
muc dinh dudng, v.v.). Su vay ric moi trudng méi trong viéc nudi céy c6 thé dat duogc
béng vi€c gitt lai cac té bao bé’mg cac thiét bi tach khac nhau (vi du mang loc quay c&
min, soi rdng hodic mang loc mang dia phing, céc dng ldng). Theo cac phuong 4n xac
dinh, thiét bi tach 12 modul mang loc gdm cac soi rdng, nghia 1a cic mang hinh bng.
Puong kinh bén trong 6ng thuong 1a tr 0,3 dén 6,0 mm, vi du tir 0,5 dén 2,0 mm.
Theo cac phuong an x4c dinh, c& mit ludi (c& 18) ctia mang duge chon sao cho c& cua
céc 15 trong mét ludi gdn véi dudng kinh ctia t€ bao, dam bao chin dugc té bao & mirc
cao trong khi c4c manh vun té bao c6 thé di qua mang loc. Theo cac phuong 4n khéc,
¢& mét lu6i nho hon déng k& so véi dudng kinh cua t& bao. T5t hon 13, & mét ludi 1a
tir 0,1-30pm, vi du tir 0,1 dén 3 pm, vi dy khoang 0,2 pm. Cac modul loc gém cac soi

rdng c6 ban sén trén thi trudng vi dy tir General Electric (trudc day 1& Amersham).

Su vay ric duoc st dung dé duy tri cac mirc chét chuyén hoéa xac dinh mong
mudn va d& loai bd va do @6 lam giam tap chét trong moi truong nudi cdy. Thong
thuong 1a su vay ric khong duoc thuc hién & toan b thoi gian trong khi nudi cay va
nhin chung chi dugc thyc hién thinh thoang d6i khi trong thoi gian sau khi cac thanh

phan méi truong x4c dinh nhu 13 glucoza bit dau bi ding hét va can dugc thay thé.

Nhiéu vay hé ric d3 duoc biét trong linh vyc va v& co ban thich hop dé sir dung
trong cac quy trinh cua sang ché nay. Thuit ngt "hé vay ric" nghia 14 hé két ndi ctia

thung phan Gng sinh hoc véi thiét bi tach. Thiét bj tach c6 thé dugc dua vao thung
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phan Umg sinh hoc (vi du mang loc quay ¢& min) hodc giit bén ngoai thung phan ung
sinh hoc (vi du s¢i rdng). Trong ca hai trudng hop, nhu duge giai thich & trén, thiét bi
tach ngan can viéc rira sach khdi té bao khoi binh phan ing va cho phép lam méi moi
truong. Theo cac phuong an xac dinh, cdc thung phan ung sinh hoc dugc hoat dong
v6i (duge két ndi voi) hé vay ric dong tiép tuyén xen k& (alternating tangential flow -
ATF) (vi du hé ATF, Refine Technology, Co., East Hanover, NJ). Dong tiép tuyén c6
thé thu duoc theo cac phuong phap da biét dbi véi ngudi c6 hicu biét trung binh trong
linh vuc va nhu d3 dugc mé ta vi dy, trong US 6,544,424. Hoat dong cua hé vay ric
ATF di duoc md ta, va c6 kha ning thay dbi (Furey, 2002). Cac hé ATF cho phép té
bao duogc nudi céy trong khoang thoi gian dai hon va dat dugc mat do té bao cao ma
khong can c¢6 mang loc chin. Thuc vay, cdc mat do té bao cuc ky cao trén 100 x 10° té
bao séng/ml c6 thé thu duoc khi st dung hé vay réc ATF, vi du véi céc té bao PER.C6
(vi du xem tai liéu Yallop et al, 2005 va WO 2005/095578). Tuy nhién, trong cac bao
céo trudc day, cac té& bao PER.C6 trong cac hé vay ric dugc st dung dé san xuét
khang thé tai t6 hop, nghia 1 mdt myc dich hoan toan khéc, va khong bi nhiém virut

giy bénh bai ligt.

Theo cac phuong an xac dinh, sy vay ric vi du 1a hé ATF 1a c6 loi trong pha
trude khi nudi cdy (nghia 1a trudce khi nhiém virut gdy bénh bai 1iét), khi n6 cho phép
thu duoc cac mat do té bao rat cao, va céc té bao & trong diéu kién t6t dé sau d6 nhiém
virut gdy bénh bai liét. Pé dat dén cac mat do té bao cao ndy, thi moi trudong nudi cAy
theo cac phwong 4n x4c dinh it nhit 1a duogc ric mot phan trong khoang thoi gian trong
khi t& bao ting truéng. Theo cic phuong an x4c dinh, sy vay ric duoc bit ddu mdi khi

mét d6 té bao dat duge tir khoang 2x106 té bao séng/ml dén 8x10° té bao song/ml.

Theo céc quy trinh cua sang ché, cac t& bao bi nhiém virut gy bénh bai liét.
Thong thudng, virut s& dugc tiép xtc véi t& bao san xuit phit hop trong cac diéu kién
t6i uu, cho phép hip thu virut. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc biét cach
tim céac didu kién t8i wu khéc, nghia la tdc do khue”'ly, pH, lugng oxy hoa tan (dO2 hodc
DO). Thuong thuong, tbc d6 khudy t6i wu 14 tir khoang 50 dén 300 vong/phut, thong
thuong khoang 100-200, vi du khoang 150, thong thuong DO 1a 5-60%, pH t6i vu 1a
tir 6,7 dén 7,7. Thong thudng, virut gy bénh bai liét tw dong nhiém vao t& bao cua

sang ché, va mang t& bao cho tiép xUc v4i cdc hat virut gdy bénh bai liét 1a du dé
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nhiém tring t€ bao. Noi chung, kho du trit hat virut gdy bénh bai li€t dugc thém vao
viéc nudi cdy khi bt diu gdy nhidém virut, va sau d6 virut gdy bénh bai liét s& nhan 1én

trong té bao.

Thuén loi 14 c6 thé gy nhiém virut gy bénh bai liét vao viéc nudi céy té bao
theo sang ché & cac mat do té bao cao, nghia 12 gén 10x10° t& bao/ml, va thu duoc céc

ham luong virut gdy bénh bai liét rit cao (cao hon 10'° CCIDso/ml).

Theo céc phuong 4n x4c dinh, kha ning séng cta dich nudi cy té bao trudc khi
gay nhi®m vAn giit cao hon 75%, nghia 12 it nhit 75% tdng lugng té bao trong dich
nudi cdy c6 thé séng dugc & thoi diém gy nhiém. Theo cac phuong 4n x4c dinh, kha
ning séng cua dich nudi ciy té bao lic gay nhiém it nhét 12 80%, theo cic phuong 4n
khéc it nhit 12 85%. Kha ning séng c6 thé do dugc bing cach sir dung céc phuong
phép thong thudng c6 sdn dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc, vi du

phép loai trir xanh trypan, &m té bao Casy, va tuong tu.

Theo phuong én xac dinh, mét d¢ té bao luc gay nhidm 14 tir khoang 10x10° dén
50x10° t& bao sdng/ml, vi du tir khoang 10x10° dén 20x10° t& bao sdng/ml, vi du tir
khoang 10x10¢ dén 15x109 té bao séng/ml. Cac mat do t€ bao nay cho phép cho san
lugng virut cao véi sy tich tu manh vun té bao va ADN té bao chd han ché, ma dem lai
loi ich ctia cdc phuong 4n nay trong quy trinh thu hoach virut gdy bénh bai li€t thuan.
Do d6, séng ché nay dé cap dén quy trinh t61 wu héa dé san xut virut gay bénh bai liét,
thu duge ham luong virut gy bénh bai liét cao, trong khi & cung thoi diém tao ra

nguyén liéu thu hoach ma van c6 thé quan ly dugc cho quy trinh nguge.

Theo cic phuong an khéc, mat do té bao lic gay nhiém tir khoang 15x10° dén
150x10° t& bao/ml, vi du tir khoang 15x10° dén 80x10° t& bao/ml, vi du tir khoang
20x106 dén 50x106 t& bao/ml. Viéc gdy nhidm & cac mat do té bao nay tham chi c6 thé

tao ra cac mat dd virut cao hon.

Theo cic phuong 4n x4c dinh, séng ché d& cip dén phuong phap san xuét khdi

virut gy bénh bai liét voi ham luong it nhit 13 10 CCIDse/ml.

Ham lugng dugc biéu thi bing CCIDso, ma 1a 50% liu gay nhiém dich nuéi
chy té bao. Ham lugng ndy doi khi ciing dugc dé cap dén 1a TCIDso (50% lidu gay
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nhiém dich nudi cady md), nhung khi dugc xac dinh béng viéc nudi cdy té bao, thi &

day st dung thuét ngtt CCIDso.

Virut duoc cho tiép xuc véi t& bao dé cho virut gdy nhiém vao té bao nay va
nhéan lén. Vi duy, 16 hat virut dugc thém vao dich nudi céy té bao va cho phép hép thu
trén t& bao, vi du trong khoang 30 phut cing véi khudy nhe (vi du khoang 30
vong/phut), sau d6 méi trudng nudi cdy khic ¢ thé duoc thém vao va pH dugc didu
chinh néu mudn, tbc do khqu c6 thé diéu chinh va dich nudi cdy duoc giit lai. Sau
budc gy nhiém, thuc hién viéc khuéch dai mot lugng hat virut. T4t nhién, budc nay
t6t hon 14 duoc thuc hién trén cédc té bao PER.C6 ma duogc nudi cdy trong huyén phu
khong chira huyét thanh, va tot hon nita 13 trong cc diéu kién hoan toan khong c6 cac
thanh phén cod nguén géc truc tiép tr dong vat. Budc nay co thé duoc thuc hién thich
hop trong cac thing phan tmg sinh hoc, vi du & quy mé tir 1 &én 20000 lit, vi du tir 10
dén 2000 lit, vi du tir 50 &&n 1000 lit. ma quy mé c6 thé d& dang dwoc didu chinh theo
yéu cau danh cho vacxin. Theo c4c phuong 4n x4c dinh, thing phan tng sinh hoc la

thung phan tng sinh hoc str dung don 1€ (single use bioreactor - SUB).

Sau khi virut gdy bénh bai li¢t nhan 1€n trong té bao, virut hodc cac thanh phén
cua n6 duoc thu hoach tir viéc nudi céy té bao. Viéc nay cé thé dugc thuc hién béng
cac phuong phap thong thudng, ma da dugc biét dén dbi véi chuyén gia. Virut duoc
san xudt va giai phong vao méi trudng nudi ciy t& bao c6 thé dugc tach khéi sinh khdi
té bao bang cac phuong phap thong thudng, nhur 13 ly tim hoic loc qua may siéu loc,
va duoc thu hoach trong chét ndi trén bé mit dich nudi cdy. Trong trudng hop nhu
vay, su ly tdm hodc lgc 14 budce thu hoach. Cac quy trinh thong thuong dé thu hoach
virut ¢6 thé duoc st dung, vi du céc quy trinh duge md ta trong US 4,525,349. Ngén
gon 13, huyén phit méi trudng 1éng chira virut thong thuong dugc rit ra, duge loc va
co dac bﬁng vi du loc qua may siéu lgc. Vi duy, luc két thuc viéc nudi céy, viéc thu
hoach duoc thuc hién bﬁng viéc thu thap moi truong nudi ciy chira huyén phu virut.
Dich thu hoach ¢6 thé dugc loc, vi du béng cach st dung mang loc 0,22 pm, va tuy y

dugc bao quan & 4°C.

Dich thu hoach dugc loc c6 thé tiy ¥ duoc loc qua may siéu loc dé co6 dac
huyén phu virut, va sau d6, virut gdy bénh bai lit c6 thé dugc tinh ché, vi du bf?lng

cach sir dung loc gel va/hodc séc ky trao dbi ion, vi du tiép sau cac quy trinh nhw dugc
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mo ta trong US 4,525,349, hodc trong (Van Wezel et al, 1978). Huyén phu virut c6 dac
thu dugc c6 thé tuy y duogc pha lodng, va dé bao ché IPV ma virut gay bénh bai liét &
d6 s& bi bat hoat, dé c6 thé st dung céc phuong phép théng thuong.

Céac phuong phép thu hoach va tinh ché virut gy bénh bai li€t hodc céc thanh
phén virut, va viéc san xult cic vacxin tir 46 dd dwoc sir dung trong nhidu thap ky
trong linh vyc, va do d6 da duoc biét dén va dugc mo ta dﬁy da, vi du trong (Van
Wezel et al, 1978; Montagnon et al, 1984; WO 2007/007344; US 4,525,349), ma tAt ca

duoc dua vao dy bang cach vién dan.

Cac vacxin bai liét dua trén cac virut séng hodc cac virut bi bat hoat. Ching
chita khang nguyén D virut gy bénh bai liét, ma 1a khang nguyén bao v¢ quan trong.
Ham luong virut thu duge c¢6 thé duge do bing cac k§ thuat chudn d¢ virut chuén,
trong khi viéc x4c dinh méat d6 khang nguyén D ciing dugc thyc hién béng cac k¥ thuat
théng thudong da duoc biét dén véi chuyén gia, vi du thit nghiém ELISA khang nguyén
D. Tinh gy mién dich vi du c6 thé dugc xac dinh bang thir nghiém in vivo trong céc
dong vat. Hiéu luc c6 thé dugc xéc dinh bing cach sir dung ELISA khéng nguyén D va
bing thir nghiém nudi cdy té bao trung hoa virut gdy bénh bai liét trong huyét thanh tir

chudt duge gy mién dich trudc do.

No6i chung, mdi ching virut gdy bénh bai liét dugc nubdi cdy trong quy trinh
riéng biét, va vi du néu vacxin c6 hoa tri ba chira ba typ virut gy bénh bai liét duoc
bao ché, thi cac virut (bét hoat, d6i voi IPV) duoe tron va dugce tao ra d8 bao ché cac
liéu riéng biét. Theo cac phuong &n xac dinh vi dy, vacxin trong mot liéu cudi cung (vi
du 0,5 ml) vi du c6 thé bao gdm 40 don vi khang nguyén D (D-antigen units - DU) cta
virut gy bénh bai liét typ 1, 8 DU virut gdy bénh bai liét typ 2 va 32 DU virut gy
bénh bai liét typ 3, dugc xéc dinh béng cach so sanh véi ché phém dbi chiéu.

Viéc bat hoat virut gdy bénh bai liét c6 thé duoc thuc hién theo cic phuong
phép da biét trong Iinh vuc, vi du bing formalin hogc bang B-propiolacton (BPL) (vi
du xem tai liéu Jiang et al, 1986). Theo cac phuong 4n xdc dinh, viéc b4t hoat dugc
thyc hién bing formalin, vi du bing phuong phap sau: huyén phii virut tinh khiét duoc
loc qua mang 0,22 pum, dun néng dén 37°C clng véi c6 khudy tir déu din trong 24 gio,

sau d6 dung dich focmon dugc thém vao dé dat mat d6 1 trén 4000. Trong khi giit
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huyén phu virut & 37°C, viéc khudy tir dwoc tiép tuc trong bdn ngay diu. Vao ngay thi
sau, huyén phu virut dugc loc qua mang 0,22 micron, va viéc bét hoat dugc tiép tuc
trong huyén phi & 37°C cho dén ngay thi 12. Huyén phu virut bat hoat dugc dong
nhét va c6 thé dugc bao quan, vi du & 4°C. Sau budc nay, cac 16 dugc c6 dic va/hodc

cac 16 cudi cung d€ dung dugc bao che vi du bang viéc tron cac ché pham mong muon.

Theo cac phuong an xac dinh, virut gdy bénh bai liét tinh khiét hodc thanh phén
virut duoc bao ché thanh duoc phém. Viéc nay co thé duoc thuc hién theo nhiéu
phwong phép khac nhau va bang cich sir dung nhiéu dung dich dém theo cac phuong
phap thong thuong da dugc biét dbi véi ngudi o hiéu biét trung binh trong linh vuc.
Noi chung, phai yéu cu mang cac hat virut gy bénh bai liét vao duoc pham, bao gém
virut gdy bénh bai li€t va it nhét mot ta duge duoe dung. Duoc phém nay cé thé dugc
bao ché trong cac diéu kién da biét d6i véi chuyén gia, va theo cac phurong 4n xéac dinh
thich hop d& ding cho ngudi. Theo cac phuong 4n xéc dinh, duge phim c6 thé chira
mdi trudng nudi cdy dém, ma c6 thé tiy y 1a mdi trudng Medium M-199, ma dugc st
dung nhu dung dich dém dugc phém cho céc vacxin bai 1iét bi bt hoat thong thudng
da dugc dang ky nhét dinh. Hon nita, nudc mudi dém phosphat c6 thé duoc st dung,
va cac duogc phim lidu ding cubi ciing c¢6 thé bao gém vi du 0,5% 2-phenoxyetanol va

t1 da 0,02% formandehyt trong mot liéu lam chit bao quan chdng vi khuén.

Céc chét mang hodc t4 dugc dugc dung va céc chét pha lodng da duoc biét
trong linh vyc va dugc st dung rong rai trong mot khodng rong cic san phém diéu tri.
Tét hon 13, chit mang dugc sir dung hoat dng t6t trong céc vacxin. Theo cac phuong
an xac dinh, cic vacxin con chira t4 duoc, vi du phén. Cac t4 dugc nay dd duoc biét
trong linh vuc d& 1am ting thém déap tmg mién dich v6i yéu t6 quyét dinh khéng

nguyén dugc dung.

Dé dung cho ngudi, sang ché co thé dung cdc dugc phdm chira virut gay bénh
bai liét va chét mang hodc t4 dugc dugc dung. Trong ban md ta nay, thuat ngit "dugc
dung" nghia 13 chit mang hoic t4 dugc, & cic lidu va mat d6 dugc dung, s& khong giy
ra tic dung khong mong mudn hodc c6 hai bt ky ndo trén cac dbi twong dung ching.
Cac chat mang va td dugc dugc dung nay di duogc biét trong linh vuc (xem
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th edition, A. R. Gennaro, Ed., cong ty Mack

Publishing Company [1990]; Pharmaceutical Formulation Development of Peptides
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and Proteins, S. Frokjaer va L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; va Handbook
of Pharmaceutical Excipients, 3rd edition, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press
[2000]). C4c virut giy bénh bai liét bj bat hoat tinh khiét hoic cac phan giy mién dich
ctia né tdt hon 1a dugc bao ché va duge ding nhu dung dich v6 khudn. Cac dung dich
v6 khuén dugc bao ché bing loc vo khuin hoidc bing cic phuong phéap khac thuc chét
da dugc biét trong linh vyc. Cac dung dich sau d6 dugc dong khé hodc dugc a6 day
vao cdc vét chira lidu ding dugc phim. pH cia dung dich néi chung nim trong khoang
pH tir 3,0 dn 9,5, vi du pH tir 5,0 dén 7,5. Virut giy bénh bai liét hodc cic phan gay
mién dich ctia n6 thong thudng & trong dung dich ¢ dung dich dém duge dung thich
hop, va dung dich virut gdy bénh bai liét c6 thé ciing chira mudi. Dugc phdm c6 thé
ty y c6 chét lam én dinh, nhu 14 albumin. Theo cic phuong 4n x4c dinh, chit tdy
dugc thém vao. Theo cac phuong an xac dinh, vacxin co thé duoc bao ché thanh dang
ché phém tiém duogc. Cac dugce phém nay chira céc luong hitu hi€u virut gay bénh bai
liét hodc cac phﬁn gdy mién dich cta né, 1a cac dung dich léng v khuén, huyén phu
1ong hodc cac dang d6 dwoc dong khd va tily ¥ chira cac chat 1am dn dinh hoic cac ta

duoc.

Vacxin bai liét ¢6 thé 1a don tri, chira mot typ virut gdy bénh bai ligt (typ 1, 2
hodc 3), hodc hoa tri hai (chira hai typ virut gdy bénh bai ligt, vidu cactyp 1 va2, 1 va
3 hodc 2 va 3), hodc hoa tri ba (chira ba typ virut gdy bénh bai li€t, nghia la céc typ 1,
2va3).

C6 thé san xuét IPV tir cic virut gdy bénh bai liét kiéu nguyén thiy. Theo mot
cach khac, IPV c6 thé dugc san xuét tir virut gdy bénh bai liét séng khong ddc hai, vi
du tir cac chung Sabin, ma s& 1am giam nguy co virut gdy bénh bai liét kidu nguyén
thuy lai dugc dua vao tir vi€c san xudt IPV (vi du xem tai liéu WO 2007/007344, va
Doi et al, 2001). Sang ché niy thich hop dé san xuét virut gdy bénh bai liét kiéu
nguyén thuy (cac typ 1, 2 va 3, vi du typ 1 chiing Mahoney, typ 2 chung MEF, hodc
typ 3 chung Saukett) cling nhu céc typ virut gy bénh bai liét khong doc hai (vi du cac
chung Sabin). Sang ché do d6 c6 thé dugc sir dung dé san xuét virut gdy bénh bai liét
cho IPV, ciing nhu cho OPV. Cic quy trinh cta sing ché dugc 4p dung dé san xuét
IPV c6 thé dung d& 1am ha chi phi dén mirc ma IPV c6 thé tr& thanh c6 sén dbi véi cac

nudc it va it phat trién nhit. Mic di, nhin chung khi dugc bao ché theo céc phuong
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phép théng thudng thi OPV ré hon IPV, nhung céc quy trinh theo sang ché c6 higu qua
cao ¢ thé vin 1am giam chi phi ctia khéi nguyén liéu 16n cho OPV va do d6 cling lam

giam chi phi ctia né.

Viéc dung vacxin bai li€t vi du co thé duoc thuc hién qua duong trong co, trong

da, hoic qua miéng, theo cac phuong phap da biét trong linh vyec.

Vacxin bai liét ¢6 thé thu duoc theo sang ché c6 thé duoc sir dung nhu vacxin doc
1ap, nhung theo céc phuong 4n khéc c6 thé dugc két hop v6i cac vacxin khdc theo
cach thong thuong, vi du & dang vacxin Két hop chéng lai bénh bach hau, ho ga, ubn
van va bénh bai liét, va c6 thé tiy y bao gdm céc thanh phn vacxin khac, vi du chéng
lai bénh viém gan B va/hodc cim, .v.v.. Do d9, virut gdy bénh bai li¢t thich hop dé su
dung trong chuong trinh tiém ching mé rong (expanded program on immunization -
EPI), va c6 thé duoc két hop véi cac vacxin khéc trong chuong trinh d6. Tuwong tu voi
céc vacxin bai liét thong thudng, vacxin theo sang ché c6 thé dugc ding & dang lidu
don, hodc t6t hon 1a trong cac lidu ting cudng mién dich dAu tién trong d6 nhidu lidu
vacxin duoc ding véi khoang cach thoi gian thich hop, vi du hai lan tiém & khoang
cach thoi gian 1-2 thang, dugce tiép theo vdi liéu ting cudng sau d6 6-12 thang; hodc vi
du khéi dau lidu ding qua dudng miéng, dugce tiép tuc bing liéu thit hai sau d6 khoang
8 tudn va lidu thtt ba sau liéu thi nhét tir 8-12 thang; hodic vi du d6i véi tré so sinh lidu
ding qua dudng miéng dAu tién & 6-12 tuan tudi, dugc tiép theo bang liéu tht hai sau
liéu thtt nhat khoang 8 tudn va lidu thir ba & khoang 6-18 thang tudi; hodc vi du chi
mot lidu don cho ngudi da duoc tiém ching trude d6 & thoi diém c6 nguy co mic bénh
cao; .v.v.. Ché d6 lidu ding t5i wu c6 thé duge quyét dinh theo viéc thuc hanh y khoa
chuln va néi chung s& tuan theo so dd twong tu nhu céc so d6 st dung cia cac vacxin

bai liét ¢ san.
Vi du thwe hién sang che

Sang ché duoc giai thich thém trong phén vi du thuc hién sau day. Vi du thuc
hién khong 1am han ché sang ché theo bét ky cach nao. Chiing chi don thudn ding dé

lam r3 sang cheé.
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Vi du 1: San xuét virut giy bénh bai liét hiéu qua trén cac té bao PER.C6 két dinh

Pé kiém tra sy nhén 1én virut gdy bénh bai liét trén céc t& bao PER.C6 két dinh
va tao ra cac kho du trit virut, virut gdy bénh bai li€t typ 1 (Brunenders), typ 2 (MEF-
1) va typ 3 (Sauckett), duoc l4y tir SBL (Sweden). Ham luong ctia cac kho du trit ndy,
ma chung déu duogc san xuét trén cac t& bao Vero, 1a gﬁn 105 CCIDso/ml. Céc té bao
PER.C6 (Fallaux et al, 1998) duoc ting truong trong mdi truong nudi cdy (DMEM véi
FBS 10% va MgCl 10mM). Ba binh thét ¢ T175 duge ric 30x10° té& bao
PER.C6/binh trong 25 ml méi trudng nudi cdy cho mdi typ virut gdy bénh bai liét va
dwoc tiém chung vao ngay tiép theo véi d6 bdi nhiém (MOI) 0,1 (0,1 CCIDso/té bao) &
37°C va 10% CO; trong 10 0 4m. Ba ngay sau, té bao va mdi trudng duge thu hoach va
san phAm phén giai thd dugc bao ché bing hai chu ky dong lanh/tan dong. Sau khi ly
tAm dé loai bd cac manh vun té bao, cac chit ndi trén bé mit duoc chia thanh cac phﬁn
va dugc bao quan & -80°C. Pdng thoi, mot binh T175 duoc ric 6,25x10° t& bao Vero
trong 25 ml mdi trudong nudi ciy té€ bao Vero (mdi trudng Optipro SFM dugc bd sung
4 mM L-glutamin) cho mdi ching virut gy bénh bai liét va duoc gay nhiém véi cac
MOI gibng nhau. Céc dich nudi cdy t& bao Vero ciing dwgc thu hoach sau 3 ngay, qua

hai 14n d6ng lanh/tan dong va dugc chia phin d bao quan.

Viéc san xuét virut gy bénh bai liét sau d6 dugc dinh lugng béing thir nghiém
CCIDso béng cach st dung cac t& bao Vero. Theo do, 1,25x10* t& bao Vero dugc ric
vao mdi 18 cua dia 96 15 trong 100 pl méi trudng va dugc u & 37°C va 5% CO». Ngay
tiép theo, hang loat mAu virut gdy bénh bai liét pha lodng 15 lan duoc bao ché trong
mdi trudng nudi ciy té bao Vero va 100 pl dung dich pha lodng tir s6 5 dén 15 duoc
thém vao cot tir 1 dén 11 trong dia 96 18 véi mat do pha lodng 8 lan. Cot 12 duge ding
nhu cot dbi ching khong bi gy nhiém. 7 ngay sau, cac 16 dugc phan tich vé viéc xay
ra tic dung gy bénh trén té bao (cytopathogenic effect - CPE) va ham lugng dugc tinh

béng cach sir dung phuong phép Spearman-Kérber:
Ham luwong diém cubi (logio)= Xo- d/2+d/n*ZX;

trong d6 Xo 13 logio ctia gi4 tri pha loing cao nhit & d6 tat ca viéc tiém chung vin

duong tinh, d 14 logio cta gié tri tic nhan pha lodng duoc sir dung, n la s6 ban sao chép
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t& bao & mbi mat 49 pha lodng va =X 1a tdng cua tit ca cac 156 duong tinh bao gdm ca

mat d6 pha loéng Xo.

Két qua ctia thir nghiém chuén d6 duoc mé ta trong Fig. 1 va cho thdy rang trén
cac t& bao PER.C6 két dinh ham luong virut gdy bénh bai liét typ 1 cao gép >5 1an so
v6i trén céc t& bao Vero va cao gip >10 1an trong cac trudng hop clia virut typ 2 va 3.
Su khac bi€t trong viéc san xut cac hat virut trén t& bao duwoc mong doi 12 nhé hon khi
ric nhidu t& bao PER.C6 hon. Déi véi ca t& bao PER.C6 va Vero thi sy hop luu cia
16p don té bao dugc udc tinh 1a ~80%.

T cac thir nghiém nay, chiing t6i két luan ring viéc san xuét virut gay bénh bai
liét trén céc 16p don két dinh ctia cac té bao PER.C6 it nhét ciing t6t nhu trén cac té

bao Vero.

Vi du 2: San xuét virut gdy bénh bai li¢t hiu qua trén cac té bao PER.C6 trong huyén
phu

P& kiém tra sy nhan 1én cua virut gdy bénh bai liét trén cac té bao PER.C6
trong huyén phu, céc thir nghiém & quy m6 nho dugc thyc hién dé kiém tra cic moi
trueong nudi cAy khac nhau, d boi nhiém (MOI) va thoi gian thu hoach (TOH). Theo
day, cac t& biao PER.C6 duoc nudi cdy trong ba moéi trudng khac nhau: AEM
(Invitrogen), BMIVg (c6 ban s&n trén thi truong 1 Permexcis™, tir Lonza) va
CDMA4PERMAD (Hyclone). Vao ngay gy nhiém virut, té bao dugc nudi cly trong
mot kiu moi trudng dugc dém va duoc ric trd lai vao kiéu méi trudng giéng hét véi
cac mat do té bao khac nhau (1,5, 2,5, 3,5 hodc 5 triéu té bao/ml) va duoc gy nhiém
v6i cac MOI khéc nhau (0,01, 0,05 hoic 0,1 CCIDso/té bao) & 37°C trong 16 & am dit
trén bé lic. Bé (IKA KS 260) c6 duong kinh 6 10 mm va duge st dung & téc do 100
vong/phit trong céc binh lac thot cb c6 thé tich 125 hodc 250 ml dugc db day véi 15-
20 ml mdi trudng. Péi voi moi truomg AEM, cac té bao duoc ric véi mat do 1,5 hodc
2,5 triéu t& bao/ml bdi vi AEM khong chiu cac mat do té bao cao hon. Theo céch nay,
nhiéu dich nuoi céy duoc bao ché ma duge thu hoach sau khi gy nhiém tir 2, 3 hoic 4
ngdy. T4t ca cac miu duge dong lanh/tan dong hai 14n va dugc gilt & -20°C hodc nhiét
d6 thip hon cho dén khi phan tich.
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Fig. 2 mo ta cac két qua chuén d6 ctia cdc miu ndy trong cdc miu & ngay thir 2
va ngay thir 4 (dir lidu ngay thir 3 khéng dugc trinh bay). Cac té bao PER.C6 da ting
trudng va di bi nhiém virut trong ca ba moi trudng c6 kha nang san xuit ham luong
virut gy bénh bai liét typ 1 cao, mic du méi trudng BMIVg cung cép cac ham luong
hoi thdp hon so v6i méi truong PERMADb va AEM. Hon nita, viéc U kéo dai hon
khong dan dén cac ham lugng virut cao hon. Ngugc lai, trong héu hét cac truong hop
viéc thu hoach & ngay thir 2 cung cép ham Iugng cao hon so véi viéc thu hoach & cac
ngay thir 3 va 4. Téc dung nhit quéan cia viéc bién ddi cac MOI c6 thé khong duge
nhan théy trong thir nghiém nay. Quan trong la, viéc str dung cac mat do t€ bao cao
hon vao lic gay nhiém din dén cac ham lwong thé tich cao hon cho thdy ring quy
trinh nudi céy huyén phu béng cach st dung cac mat do t€ bao cao 1a c6 loi cho hiéu

suit thu dugc virut gdy bénh bai liét nhiém tring.

Trong thir nghiém tiép theo, thoi gian thu hoach va nhiét d6 trong khi gay
nhiém dugc so sanh trong ca ba chung virut gdy bénh bai liét. Theo déy, cac té bao
PER.C6 duge ric vao mdi truong AEM voi mét do 2,5x10° té bao/ml trong thé tich 15
ml trong céc binh lic thét ¢b va bi giy nhiém véi mdi chung virut gy bénh bai ligt véi
MOI 0,1 & 37°C va & 35°C. Té bao va méi trudng dugc thu hoach sau khi gay nhiém
tr 2, 3 va 4 ngay va duge xir ly nhu dugc md ta & trén. Phan tich viéc san xudt virut
dudi cac didu kién khac nhau di duoc thuc hién bing viéc x4c dinh gia tri CCIDso nhu
dugc md ta & trén va da cho thdy hiéu suit ting hon & 35°C so v&i & 37°C cho ca ba
typ virut gy bénh bai liét (Fig. 3). Ngoai ra, diéu nay da duoc khing dinh va mo rong
cho céc virut gy bénh bai lig¢t typ 2 va 3 ma trong hau hét cac trudong hop thi ham

luong virut cao nhét duoc do khi thu hoach & ngay thi 2.

Vi du 3: San lugng virut gdy bénh bai liét trong huyén phi cac té bao PER.C6 ting 1én

véi mat @6 t€ bao cao hon

Pé nghién ciru rﬁng lidu mat do té bao ting 1én c6 dan dén su ting ham lugng
virut khong, thi viéc san xuét & mat d6 2,5x10° t& bao/ml dugc so sanh voi & mét do
10x10° t& bao/ml. Theo d, cac t& bao PER.C6 trong méi trudng PERMAD duge réc
vao thé tich 15 ml trong céc binh l4c thét ¢d & cac mat do t€ bao duoc chi ra va duoc
gdy nhidm v6i mat 4o 2 CCID50/t€ bao virut gy bénh bai liét typ 1 tién hanh ba lan.

Sau 24 va 48 gid thu hoach céc té bao va mdi trudng va cac san pham phan giai duge
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lam sach dugc bao ché bing chu ky dong lanh/tan dong va ly tdm nhu duge md ta &
trén. Ngoai cac nhiét d6 duoc thir nghiém & phia trude la 35 va 37°C, thi nghiém cling
dugc tién hanh & 33°C.

Phan tich ham luong virut thu dwgc bang thir nghiém CCIDso (Fig. 4) da khéng
dinh réng san lugng dugc cai thién khi t€ bao duoc giy nhiém & mat d6 10x10° té
bao/ml so v&i & mat d6 2,5x10° t& bao/ml. Ham luong t6t nhét thu duoc & 35°C khong
ké dén mat d6 t& bao hoic ngay thu hoach. Hon nita, va chi ra sy nhan 1én virut gay
bénh bai li€t hi€u qua trén céc t& bao PER.C6, diéu da cho théy la viéc thu hoach cé
thé ciing duoc tién hanh sau 24 gio do san lugng trong cac mau 24 gid hodc 48 gio

hoan toan so sanh dugc.

Trong thir nghiém tiép theo, céc didu kién nay ciing dugc thir nghiém cho cac
typ virut gdy bénh bai li¢t khac. Cac té bao PER.C6 dugc ric vao mdi trudng
PERMAbD & mat d6 10x10° t& bao/ml va duoc gdy nhiém véi mat d6 2 CCID50/t€ bao
& 35°C trong cac binh lac thét cb tién hanh ba 14n v6i céac kho du trit virut giy bénh
bai liét khac nhau. Viéc thu hoach dugc thuc hién sau 24 va 48 gio va t& bao va mdi
truong dugc xtr ly thanh céc san phém phén giai dugc 1am sach nhu dugc mo ta ¢ trén.
Su chuén d6 béng thir nghiém CCIDso d4 cho théy réng viéc st dung cac mat do té bao

cao ciing din dén san lwong virut typ 2 va 3 thu dugce (Fig. 5) cao.

Piéu nay cho thdy rd rang 1a viéc nudi cdy céc té bao PER.C6 & mit do cao
trong huyén phit mang lai bé tuyét voi dé san xudt virut gdy bénh bai liét typ nguyén
thiy. Khi mat d t& bao PER.C6 va kich c&/thé tich cta dich nudi céy c6 thé dugc ting
1én bang cach sir dung hé thung phan tng sinh hoc, ti gon séng hodc cac kiéu hé nudi
céy nang cép khac dé nuéi céy, thi viéc san xuét virut gy bénh bai liét c¢6 thé duoc cai

thién dang ké so v6i viée nubi cay t€ bao Vero voi hé vi chat mang hién nay .

Virut gy bénh bai liét dugc tao ra duogc thu hoach va tinh ché theo cac phuong
phéap da biét trong linh vuc va duge sir dung dé virut gy bénh bai liét nhan 1én trén té
bao Vero, bi bit hoat bing fomanlin theo cac phwong phép da biét, va sau d6 tinh gay
mién dich duge thir nghiém béng cach st dung thir nghiém gy mién dich chuén trén
chudt, theo cac phuong phép da duoc biét trong linh vuc (vi du Bevilacqua et al,

1996). Pugc mong doi 13 virut gdy bénh bai liét dugc san xudt dé c6 tinh gay mién
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dich c6 thé so dugc véi virut gy bénh bai liét dugc san xut bing cac quy trinh thong

thudng bang cach sir dung cac t€ bao Vero.

Vi du 4: San xuét virut gy bénh bai liét trén céc té bao PER.C6 trong thung phéan tng
sinh hoc

Té bao duge 1a‘1m tan tir ngan hang t& bao PER.C6 hoat dong, va dugc nhan 1én
trong mdi trudng nudi cly khong chira huyét thanh trong 16 4 4m & 37°C va 10% COs..
Viéc nudi céy cép hai dugc thuc hién cir sau 3 dén 4 ngay cho dén khi dat duoc mat do
t& bao 0,2-0,4x10° t& bao/ml d& tiém vao thing phan tng sinh hoc 2L. Té bao dugc
nhén 1én trong thung phén g sinh hoc 2L ¢ 37°C, DO 40%, va pH 7,3. Khi mét d6 té
bao dat duge xap xi 2x10° t& bao/ml (sau khi tiém 4 ngiy) hé ATF duogc bat dau, dé
cho phép té bao dugc nudi cdy trong khoang thoi gian dai hon va dat dugc mét do té
bao cao. Sau x4p xi tir 11 d&n 12 ngay, mat do té bao trong thing phan tng sinh hoc
2L dat duge cao hon 50x106 € bao/ml. O thoi didm nay, huyén phi t€ bao dugc
chuyén vao thing phan tmg sinh hoc 10L. Huyén phu té bao tir thiung phan tng sinh
hoc 2L duoc pha lodng & ty 18 1:5 bing mdi trudng nudi chy khong chira huyét thanh.
M4t d6 t& bao trong thing phan ung sinh hoc 10L 1a tir 10 dén 15x10° té bao/ml. Sau
do, thung phan g sinh hoc 10L dugc gy nhiém virut béng kho hat virut gy bénh
bai liét v&i MOI 2 CCIDso/té bao. Viéc san xuit virut gy bénh bai liét duoc thyc hién
& 35°C, pH 7,3 va DO 40%. Thung phéan tng sinh hoc 10L dugc 14y mAu & cic thoi
didm nhit dinh d& dém t& bao va san xudt virut giy bénh bai liét, va viéc thu hoach
virut gy bénh bai li€t duoc thuc hién thich hop tur 12 dén 48 gid sau khi gdy nhiém

virut.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Quy trinh san xuét virut gy bénh bai liét, trong d6 quy trinh bao gdm céc budc sau:

a) tao ra huyén phi nuéi ciy ciia cac t& bao khong chira huyét thanh, trong d6 cac té

bao 12 céc té bao PER.C6 duge ndp luu voi sb hisu ECACC 96022940,

b) gay nhidm virut gdy bénh bai liét vao t& bao nay, véi mat do té bao tir 2x10° té

bao/ml dén 150x10° t& bao/ml, va
¢) thu hoach virut gy bénh bai liét sau khi gy nhidm tir 12 dén 48 gio.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc giy nhiém va/hodc nhan 1én cla virut duoc
thuc hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 34°C dén 36°C.

3. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac didm néu trén, trong d6 budc giy nhiém

duoc thuc hién véi mat do t& bao tir 5x106 t& bao/ml dén 20x10° t bao/ml.

4. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 budc gay nhiém

duoc thuc hién voi mét @6 té bao khoang 10x10° t& bao/ml.

5. Quy trinh theo diém bit ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 budc gy nhiém

duoc thuc hién voi d6 bdi nhidm (multiplicity of infection - MOI) tir 1 dén 3.

6. Quy trinh theo diém 5, trong d6 budc gay nhidm duge thuc hién véi 6 bdi nhiém
bang 2.

7. Quy trinh theo diém bét ky trong s céc diém néu trén, trong d6 budc thu hoach

virut gdy bénh bai liét dugc thuc hién sau khi giy nhiém tir 18 dén 30 gio.

8. Quy trinh theo diém 7, trong d6 budc thu hoach virut gdy bénh bai liét dugc thuc
hién sau khi gy nhiém khoang 24 gi®.

9. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 virut gdy bénh bai
liét 12 virut gdy bénh bai liét typ 1, virut gdy bénh bai liét typ 2 hodc virut gy bénh bai
liét typ 3.
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10. Quy trinh theo diém 9, trong d6 virut gy bénh bai liét 14 virut gdy bénh bai liét typ
1 chung Mahoney, virut gdy bénh bai liét typ 2 ching MEF, hodc virut gdy bénh bai
liét typ 3 chung Saukett.

11. Quy trinh theo diém 9, trong d6 virut gay bénh bai liét 1a virut gy bénh bai liét

duoc giam doc luec.

12. Quy trinh theo diém 11, trong d6 virut gdy bénh bai liét duoc gidm doc luc 1a virut
chung Sabin.

13. Quy trinh san xut vacxin bai liét, bao gdm quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac
diém néu trén, con bao gdbm thém budc tinh ché, bét hoat tlly ¥, va bao ché virut gay

bénh bai liét thu hoach dugc dé thu dugc vacxin bai liét.
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